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EGCG 抑制卵巢癌细胞 RASSF1A 基因
甲基化并上调其表达
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)对卵巢癌细胞系 A2780 Ras 相关区域家族 1 基因

(RASSF1)甲基化及其表达的影响。 摇 方法摇 体外培养 A2780 细胞,用 0、10、30 和 50 滋mol / L EGCG 与 A2780 细胞

孵育 24 ~ 72 h,采用甲基化特异性 PCR(MSP)检测 RASSF1A 基因启动子区域的甲基化改变情况;提取 EGCG 处理

后 A2780 细胞的 RNA,用逆转录 PCR(RT鄄PCR)检测 RASSF1A 的表达水平。 摇 结果摇 静息状态下,MSP 结果显示

A2780 细胞可检测出 RASSF1A 基因启动子区域有明显的甲基化条带,当与 50 滋mol / L EGCG 孵育 72 h 后,甲基化

水平有所减弱,而非甲基化基因增多。 RT鄄PCR 显示 EGCG 呈剂量和时间依赖性地促进 A2780 细胞 RASSF1A 基因

mRNA 和蛋白表达。 摇 结论摇 EGCG 能使 RASSF1A 基因去甲基化,并上调其非甲基化基因和蛋白的表达水平,这
可能是其抗肿瘤的重要机制。
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Abstract:摇 Objective摇 To investigate the effect of epigallocatechin鄄3鄄gallate(EGCG)on RASSF1A methylation and
protein expression in a cell line of A2780. 摇 Methods摇 The cultured A2780 cells were incubated with EGCG for 24 ~ 76
h. After that,DNA was extracted,and the methylation in RASSF1A promoter region was determined by methylation鄄specific
PCR(MSP). The mRNA and protein level of RASSF1A was detected by RT鄄PCR and Western blot. 摇 Results摇 PCR re鄄
sults showed non鄄methylation band and methylation band was detected when A2780 cells was under quiescent condition.
When the cells were incubated with 50 滋mol / L EGCG,the methylation band level was decreased,and the non鄄methylated
DNA was increased. RT鄄PCR and Western blot also showed the mRNA level of RASSF1A was increased in dose and time鄄
dependent manner. 摇 Conclusion摇 Demethylation of RASSF1A and increasing its mRNA and protein induced by EGCG
may be one of the mechanisms of its antineoplastic activity.
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摇 摇 卵巢癌是妇科死亡率最高的恶性肿瘤[1],其发

生发展是一个多因素、多基因的漫长过程,其中包括

癌基因的激活或抑癌基因的失活。 Ras 相关区域家

族 1 基因( ras鄄association domain family 1,RASSF1)
是近年来新发现的抑癌候选基因,它包括 RASSF1 A
~ E 等 7 种转录本[2]。 研究表明,在多种肿瘤组织
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中 RASSF1A 表现为低表达或者甲基化而失活[3,4]。
因此,以上述分子为出发点是近年来抗肿瘤药物研

究的热点。 卵巢癌早期缺乏特异性的诊断指标,患
者在出现症状和体征时往往已进展到晚期,因此化

疗依然是治疗的重要手段。 尽管对卵巢癌的诊断和

治疗水平不断改善,但其生存率依然没有明显的提

高[5,6]。 药物的副作用以及耐药肿瘤细胞的产生是

5 年生存率低下的重要原因[1,7,8]。 近年来,天然抗

肿瘤药物已经逐渐引起医学界的重视。 表没食子儿

茶素没食子酸酯( epigallocatechin鄄3鄄gallate,EGCG)
是从绿茶中所提取出的一种多酚,它对胃肠道肿瘤、
前列腺癌、血液病以及宫颈癌等多种恶性肿瘤具有

明显的抑制作用[9,10]。 除此之外,EGCG 还具有抗

突变、抗炎、抗感染以及清除自由基等效应[10,11]。
本研究试图探讨 EGCG 对卵巢细胞系 A2780 RASS鄄
FlA 的表达水平以及甲基化有无影响,从而为 EGCG
在卵巢癌中的治疗价值提供理论基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 细胞培养

摇 摇 人卵巢癌细胞系 A2780 购自武汉典型培养物保

存中心,于 37益 5% CO2 条件下,用含 10%胎牛血清

(杭州四季青)、1 mmol / L 谷氨酰胺、1%青霉素和 1%
链霉素(上海生工)以及 1. 5 g / L Na2HCO3(Sigma)的
RPMI -1640 培养基(Invitrogen)培养。 EGCG(纯度

95%)购自 Sigma 公司,用二甲基亚砜(DMSO,Sigma)
溶解, -20益保存,临用前用培养基稀释至所需浓度,
DMSO 终浓度不超过 0. 1% (v / v)。
1. 2摇 乳酸脱氢酶检测

A2780 细胞接种于 96 孔板中(细胞数约 1 伊
104,100 滋L /孔),24 h 后加入 50 滋mol / L EGCG 或

0. 1% DMSO(对照组)。 采用 CytoTox 96茵R 细胞毒

性分析试剂盒 ( Promega) 检测 LDH 的释放情况。
LDH 漏出率(% ) = 实验组 LDH 产生量 /细胞 LDH
最大释放量 伊 100% 。
1. 3摇 甲基化特异性 PCR 检测 RASSF1A 启动子区

域甲基化

细胞处理结束后,采用 Qiagen 公司的 DNA 提

取试剂盒从 A2780 细胞中提取 DNA,紫外分光光度

计测定其浓度。 并按照文献[12]方法,设计甲基化

和非甲基化引物,并对化学修饰后的 DNA 进行扩

增,本文所采用的引物序列见表 1。 扩增条件为:
95益 预变性 12 min,随后进入 95益 30 s、58益 45 s、
72 益 60 s 的循环,共计 35 个循环,末次循环后于

72益 10 min,终止反应。 取 10 滋L PCR 产物,经 2%
琼脂糖电泳、鉴定。

表 1摇 引物信息

引物 引物序列(5忆 - 3忆) 产物长度

RASSF1A鄄MF GTG TTA ACG CGT TGC GTA TC

RASSF1A鄄MR AAC CCC GCG AAC TAA AAA CGA
96 bp

RASSF1A鄄UF TTT GGT TGG AGT GTG TTA ATG TG

RASSF1A鄄UR CAA ACC CCA CAA ACT AAA AAC AA
108 bp

RASSF1A鄄F TCT GGG GCG TCG TGC GCA AA

RASSF1A鄄R GAA CCT TGA TGA AGC CTG TG
284 bp

茁鄄actin鄄R CCT TCC TGG GCA TGA GTC CT

茁鄄actin鄄F GGA GCA AT GAT CTT GAT CTT
204 bp

1. 4摇 RT鄄PCR 检测 RASSF1A mRNA 表达

收集 1 伊 106 个细胞,按照文献[13]方法用 Tr鄄
izol(Invitrogen)试剂提取 RNA,先逆转录成 cDNA,
按以下条件进行 PCR 扩增:95益 5 min,随后进入 40
个循环:94益 30 s,54益 40 s,72益 60 s。 最终 72益
10 min。 同时以 茁鄄actin 为作内参,反应结束后,产
物经琼脂糖电泳鉴定。
1. 5摇 Western blot 检测 RASSF1A 蛋白的表达

EGCG 处理结束后,用 4益 PBS 快速洗涤 2 次,
随后加入 100 滋L 蛋白抽提试剂盒提取核蛋白(江苏

碧云天公司)。 BCA 定量(Pierce)后取 20 滋L 蛋白

与等量 2 伊 SDS—上样缓冲液于 100益 5 min 后用于

SDS鄄PAGE。 电泳结束后转膜,孵育 anti鄄RASSF1A
多克隆抗体(Santa Cruz),洗膜,孵育二抗(北京中

杉),ECL 发光显影(Pierce)。 同时选用 茁鄄actin 作

为内部参照(北京中杉)。
1. 6摇 统计学分析

所有实验重复 3 次,用 SPSS 13. 0 行 Dunnett謘s
分析,以 P < 0. 05 判定为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 EGCG 的细胞毒性实验

摇 摇 为了测试不同浓度的 EGCG 对 A2780 细胞有

无毒性,对细胞 LDH 的漏出情况进行了检测。 如图

1 所示,给予大剂量 80 滋mol / L EGCG 处理 A2780 细

胞后,与 DMSO 对照组比较,24 ~ 72 h 内细胞所释

放的 LDH 无明显差异(P = 0. 068)。 这表明该浓度

范围内 EGCG 对 A2780 细胞并无细胞毒性。 细胞

增殖抑制实验表明,EGCG 对 A2780 细胞抑制的
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IC50为 50 滋mol / L(数据未显示)。 因此随后的研究

采用 50 滋mol / L 作为处理浓度。

图 1摇 EGCG 对 A2780 细胞 LDH 释放的影响

2. 2摇 EGCG 对 A2780 细胞 RASSF1A 基因甲基化的

影响

甲基化特异性 PCR 结果显示,A2780 细胞静息

状态下(0 h),可观察到 RASSF1A 基因启动子区域

有明显的甲基化条带和非甲基化条带。 当 A2780
细胞与 10 ~ 50 滋mol / L EGCG 孵育 72 h 后,甲基化

条带明显减弱(图 2),而非甲基化条带增加。

图 2摇 EGCG 对 A2780 细胞 RASSF1A 甲基化影响

M:甲基化 RASSF1A;U:非甲基化 RASSF1A

2. 3摇 不同剂量 EGCG 对 A2780 细胞 RASSF1A 基因

mRNA 表达的影响

0、10、30、50 滋mol / L EGCG 与 A2780 细胞孵育

96 h 后, RT鄄PCR 结 果 显 示, 与 对 照 组 比 较,
RASSF1A 基因 mRNA 随 EGCG 浓度的增加而增高

(P < 0郾 05),表明 EGCG 能增高细胞中 RASSF1A 基

因 mRNA 的表达水平(图 3)。
2. 4摇 不同剂量 EGCG 对 A2780 细胞 RASSF1A 蛋白

表达的影响

EGCG 作用于 A2780 细胞前,RASSF1A 呈低表

达状 态。 经 10、 30、 50 滋mol / L EGCG 处 理 后,
RASSF1A 蛋白水平随着 EGCG 浓度的增高而增高

(P < 0郾 05),而内参 茁鄄actin 在所有处理组中保持不

变,灰度扫描结果见图 4。

图 3摇 不同浓度 EGCG 对 A2780 细胞 RASSF1A mRNA 表

达的影响

*:与对照组(0 滋mol / L)比较,P < 0郾 05

图 4摇 不同浓度 EGCG 对 A2780 细胞 RASSF1A 蛋白表达

的影响

*:与对照组(0 滋mol / L)比较,P < 0郾 05

3摇 讨摇 摇 论

随着上世纪末学者提出的抑癌基因甲基化可导

致肿瘤的发生以来,人们逐渐把注意力由经典的核

遗传学转移到了表观遗传学,即不涉及 DNA 序列的

变化,但可以通过 DNA 甲基化、蛋白修饰或 RNA 干

扰等方式作为肿瘤细胞可遗传的基因表达模式。 其

中以 DNA 甲基化最常见,尤其是抑癌基因甲基化可

导致基因转录异常从而引起细胞异常增殖。 卵巢癌

细胞中抑癌基因 RASSF1A 是目前研究的热点,
53郾 3%的患者存在高甲基化,且卵巢组织 RASSF1A
蛋白的表达水平明显低于正常人或良性卵巢肿瘤组

织。 因此逆转其甲基化、上调 RASSF1A 的表达水平

有望成为卵巢癌治疗的重要途径[14]。
紫杉醇和铂类药物联合化疗是治疗卵巢癌的重

要方法,但随之而来的耐药细胞株的产生是导致治
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疗失败从而引起患者死亡的主要原因[8]。 随着近

年来传统中药中的抗癌成分日益受到医学界的关

注,茶多酚由于具有广泛的抗肿瘤药理活性而成为

当今的研究热点[15]。 茶多酚是茶叶的主要成分,其
含量占茶叶干重的 30% 。 茶多酚中大部分成分为

黄烷醇,即儿茶素,包括 EGCG、表没食子儿茶素、表
儿茶素没食子酸酯和表儿茶素。 生物活性以 EGCG
最强,包括抗菌、抗炎、抗氧化以及免疫调节等功

能[16]。 随着对 EGCG 认识的不断深入,目前以从传

统的抗炎领域拓展到肿瘤研究当中。
在本研究发现 A2780 细胞在静息状态下,细胞

内可扩增出明显的甲基化 RASSF1A 基因和非甲基

化条 带, 表 明 卵 巢 癌 细 胞 在 正 常 状 态 下 部 分

RASSF1A 基因处于甲基化状态。 当 A2780 细胞经

50 滋mol / L EGCG 处理 72 h 后,甲基化条带明显减

弱,而非甲基化基因有所增加,表明 EGCG 能逆转肿

瘤细胞 RASSF1A 基因的甲基化状态。 随后的 RT鄄
PCR 和 Western blot 实验也证实 EGCG 能在 mRNA
和蛋白水平增加 RASSF1A 基因的表达水平。

EGCG 逆转 RASSF1A 基因甲基化的机制还不

清楚,肿瘤细胞甲基化的过程中,甲基供体不足,或
者通过去甲基化机制使肿瘤细胞重新抑癌基因可能

是其作用的方式[17]。 总之,本研究结果进一步证实

了 RASSF1A 基因与卵巢癌的发生发展密切相关,
EGCG 能使其重新获得表达并恢复其抑制肿瘤生长

的功能,因此它可作为一种甲基化抑制剂,有可能为

卵巢癌治疗新的辅助药物。
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